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© Nouveau compose potypeptldique thiole provenant d'un fragment de la toxlne tetanique, son precede d'obtention et • 
applications. 

© La presents invention concema un nouveau compose 
polypeptidique thiole provenant d'un fragment de la toxine 
tetanique. 

Ce compose polypeptidique thiole est constitue par le 
fragment B-ll b de la toxine tetanique, sur lequel est fixe 
directement ou indirectement, au molns un groupe -SH, 

Application: agent de transport axonal retrograde neu- 
ropharmacologique pour vehicular un medicament vers le 
systeme nerveux central. 
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Nouveau compose polypeptidique thiole provenant d'un fragment 
de la toxine tetanique, son precede d'obtention et ses 
applications . 

La presente invention concerne un nouveau compose 

5 polypeptidique thiole provenant d'un fragment de la toxine 
tetanique, son procede d'obtention et ses applications, 
notamment a titre d 1 agent de transport neuropharmacologi- 
que et de marquage specif ique des cellules neuronales. 

En ce qui concerne la toxine tetanique elle-meme 

10 ou son anatoxine on a deja propose de les utiliser notamment 
pour l'obtention de vaccins et de reactifs de dosage. Pour 
illustrer cet etat de la technique on citera les documents 
ci-apres : 

- le certificat d' addition PR 74.16.936 publie sous 
15 le N° 2.270.891, qui concerne un procede pour l'obtention 

de vaccins par traitement d'un produit toxique avec du 
glutaraldehyde. Ce procede consiste a effectuer le traite- 
ment au glutaraldehyde en realisant a la fois une polymeri- 
sation d'un nombre limite de molecules du produit toxique 
20 et une detoxification dudit produit. Dans le procede le 

produit toxique mis en oeuvre peut etre la toxine tetanique. 

- la demande de brevet FR 77.29.186 concerne un 
procede immunochimique de dosage d'haptenes, qui consiste 
a utiliser une particule sensibilisee par un anticorps, 

25 preparee en seisibilisant de fines particules par 1 'anticorps 
de I'haptene a doser et un conjugue haptene-support . Le 
support de ce conjugue peut etre notamment le toxolde du 
tetanos. Le conjugue haptene-support est utilise comme 
reactif dans le procede immunochimique et egalement pour 

30 1 1 immunisation d'un animal en vue de l'obtention de 1' anti- 
corps correspondant (voir page 4, lignes 20 a 32) . Le 
toxoide du tetanos est done utilise comme support de 
I'haptene dans I'organisme de 1' animal en vue de l'obtention 
de 1' anticorps. Cependant, rien n'indique dans cette demande 

35 de brevet qu'une fraction particuliere de la toxine 

tetanique peut etre utilisee comme agent de transport axonal 
de medicament. 
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t ; ^ brevet GB 2.013.690 concerne un antigene pour 
le test precoce de grossesse c** • 
a partir d, i a °ssesse. Cet ant lge ne est obtenu 

parnr de la sous-unite bS*-a ^= , _ 

rrr hunaine . par ^i^v::: -rr , . 

5 ou 6 ponts disulfures intrachalne de ladi*/ 

beta a iH laH ^ ladite sous-unite 

altL " 9r ° UPeS disulfu -s ainsi reduits Cet 

u\ a 9 ::i ne peut etre ensuite ™ avec - « 

un haptene pour augmenter sa specificite i™,,, • 
toxolde du tetanos est cite a IZl T immunolo ^e. Le 

- le brevet GB 1 492 445 ^ 
o™* . 1-492.445 concerne une composition 

contenant un conjugue constitue d'un SUmftP f < 

est utilise comme support, 

precede pour obtenlr des substances bioactives organelles 
en partner des medicaments. Ce proc , d , 

l C " JUSUe d '™ «*•*— Mologiguement active avec a. 
substances organotropes receptees obtenues a partite 
20 membranes cellulaires ou d'antlcorps 

«* 1 e A s , to t :L a s e . SUbStan0eS °^ n0t — -* cite^notam- 

«,• , , Par .' iUeurs ' on 8 P"PO=e d'utiliser des proteines 
threes a titre de vehicules pour les medicaments. A cet 

tniotJionT Clt " ^ ^ ° S 3 - 171 - 831 * Ui «"~™ 1. 
thidation de proteines par reaction avec la thiolactone 

te 1D es thiolees ainsi obtenues. par exemple la gelatine 
peuvent etre utilisees a titre de vehicules pour les medi 
30 cements. Selon l.exemple 18 de ce brevet US 3.171 8 if 
gelatine ainsi traitee est utilise pour encapsuler les 
Prodis Pharmaceutics sensibles a 1 . environnement acid. 
4e 1 estomac. Le produit pharmaceutic^ n'est done pas 
couple sur la proteine thiolee mais enrobe par cell.-ci. 

» 76.37.367 un reactif pour la determination immunologic^ " 
ensymatigue. Ce reactif est constitue d'un antigene et 
a une enzyme couples par 1 'intermediate d'un ester de 
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l-acide maleimidobenzolque et du n-hydroxy-succinimide. 

On salt que la toxine tetanique est transportee de 
facon retrograde veis le systeme nerveux central et le sys- 
teme nerveux peripherique. A cet effet, on peut se referer 
a 1 'article de BIZZINI et al. intitule :"An antigenic 
polypeptide fragment isolated from tetanus toxin : chemi- 
cal characterization, binding to gangliosides and retro- 
grade axonal transport in various neuron systems", paru 
dans le "journal of Neurochemistry" , 1977, vol. 28, pp. 529- 
542 , ainsi qu'a toutes les references bibliographiques 
citees dans cet article. 

Differentes etudes ont montre que la toxine teta- 
nique pouvait etre degradee ou scindee en plusieurs 
fractions ou sous-unites. Par exemple, COHEN et al./~The 
journal of Immunology vol. 104, n« 6 juin 1970J7 ont montre 
que la congelation-decongelation de filtrat brut de culture 
de ^~H-iHdimr, tetani entraine la degradation de la molecule 
de la toxine tetanique ; la toxine tetanique degradee 
resultante est pratiquement depourvue de toxicite et presen- 
te un pouvoir floculant plus faible que la toxine tetanique. 

BIZZINI et RAYNAUD ont egalement etudie les sous- 
unites A-I, A-II, A-III, et B-I, B-II et B-III de la toxine 
tetanique Z"CR. Acad. Sc. Paris, t. 279, 1974 serie D, 
pp. 1809-1811 et Annales de l'Institut Pasteur Paris 126, 
159-176 (1975)_7. Le brevet FR 74.36.622 (publication 
2.249.679) decrit un produit atoxique immunogene obtenu a 
partir de la toxine tetanique. Ce produit atoxique est 
obtenu par traitement de la toxine tetanique avec une 
proteinase. 

BIZZINI et al. ont egalement isole, a pa Air de la 
toxine brute congelee, un fragment polypeptidique de la 
toxine, qui est identique, du point de vue immunologique, 
aux fragments A-II et B-II cites ci-dessus, mais en differe 
par sa taille et sa toxicite (voir a cet effet Journal of 
Neurochemistry, 1977, vol. 28, pp. 529-542). Ce fragment, 
denomme B-II b , qui sera defini plus en detail ci-apres,est 
capable de se fixer sur les gangliosides et sur les membra- 
nes synaptiques avec une affinite qui est meme superieure 
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& celle de la toxine tetanique. 

Co,pte tenu de cette propri.te.il est suggere dans cet arti- 
cle due ce fragment pourrait etre utilise pour vebiculer speci- 
f xquement dans le systeme nerveux central des agents cli^L 

des effets specifiques dans le systeme nerveux central 

On sait egalement que le fragment B-II. peut traverser la „ 
napse.D'autre part.dans des experiences ^infection par le 
rabique il a ete montre q „e le fragment B-ll s-il e S J 1"™ 

■ 10 ---------- ^uiztr^r::: 

terfere avec le virus rabio.ue.soit pour !■ attachement sur les tlL 
de fixation pour le virus sur les ceilules nervous es soit 
vec le mecanisme de transport du virus. ' * 

Cependant on n'a pas jusqu'a present trouve le moven de " 

vers xe systeme central et.d'autre nart » 
conserver la propriete de fixation du fragment B-ir sur les r,-" 
cepteurs toxine tetanique dans le systeme nerveux ceTtra! 

20 On a aaxntenant trouve un moyen de fixer des agents chiliotL 
rapeutiques ou pn.rmacologiqu S sur le fragment B- T^lT- 

uj-que aans le systeme nerveux central 
25 maJr a " leUrS est *^ ««icile,a 1. connaissaace de la de- 

s n la' T"! 1S n ° aVeaU °~ POlvpeptidique t"oL 
selonlaprSsente Invention pourrait etre utilise comme mar- 

7 S ^ C1 "'- -limes neurOnales;la separatioTdeTcel- 
lules neuronales marquees devient alors plus aisee par d« te\ h 
30 n iques bien connues de I,™ d e 1-art, telles que U fTltr.. 
tion sur gel, 1, chroma tographie d'affinite, etc 

Le compose polypeptidique tbiole selon la presente inven- 
tion est constitue par le fragment B-ir d e la toxine 111 ■ 
,» sur lequel est fixe ,u moins un groSpe-SH e Z e " 

nique que le fragment B-II^ Li-mlme? lne t6ta " 
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Dans le compose de 1' invention, le ou les groupes-SH 
sont fixes, directement ou indirectement, sur le fragment 
B-II - En general, compte tenu du procede pour son obtention, 
qui implique une thiolation, la fixation des groupes-SH se 
5 fera par 1 1 intermediate du residu de 1' agent de thiolation. 
Celui-ci est par ailleurs fixe sur le fragment B-II b par 
1- intermedia ire des groupes-NH 2 dont celui-ci est porteur. 

Le fragment B-II b , dont derive le nouveau compose 
polypeptidique thiole selon la presente invention, est un 
10 polypeptide de la toxine tetanique dont le poids moleculaire 
est d' environ 46000. 

Le procede d' obtention de ce fragment B-II b ainsi 
que ses proprietes physico-chimiques et immunologiques 
sont decrits en detail dans 1' article de BIZZINI et al., 
15 cite precedemment (Journal of Neurochemistry, 1977, vol.28, 
pp. 529-542) . 

On rappellera brievement que ce fragment a ete obtenu 
par le procede qui consiste a soumettre un filtrat congele 
de culture de n iridium tetani (souche Harvard n» 6037 
20 de la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes 
de l'lnstitut Pasteur) aux etapes ci-apres : 

1 - ultrafiltration pour eliminer les substances ayant un 
poids moleculaire inferieur k 10000 ; 

2 - fractionnement a l'aide de sulfate d' ammonium ; 
25 3 - filtration sur gel 

Le fragment B-II b presente les proprietes physico- 
chimiques ci-apres : 

_ poids moleculaire d' environ 46000 ; 

- il possede un pont disulfure et deux groupes sulfhydryle 
30 libres non reactifs ; 

- les groupes N-terminaux sont la tyrosine et la lysine ; 

- sa composition en acides amines est donnee dans le tableau 
I ci-apres. 

Le fragment B-II b de la toxine tetanique possede la 
35 meme structure antigenique que le fragment B-II mais en 
differe par sa toxicite specif ique. Les proprietes immuno- 
logiques du fragment B-II b comparees a celle de la toxine 
tetanique et du fragment B-II sont rassemblees dans le 
tableau II ci-apres. 
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TABLEAU II 

Comparaison des principales caracteristiques immunologiques 
et toxiques du fragment B-II b avec celles du fragment B-II 

et de la toxine tetanique. 



Compos 6 


Test 
Ouchterlony 
(structure 
antigenique) 


Activite 
floculante 

specif ique 

(LF/mgN) 


LF/O.D 


LF/Lf 


Toxicite 
specif ique 
LD/mgN 


toxine 


1 (a,b) 


3150 


423 


2,5. 10 3 


7,8. 10 7 


fragment 








0,05 


555 


B - n b 


1 (b) 


11000 


1000 


fragment 








8 




B-II 


1 (b) 


8200 


825 


6,6.10* 



15 



20 



25 



30 



Le compose polypeptidique thiole selon la presente 
invention est obtenu par thiolation du fragment B-II b traite 
au prealable pour eliminer sa toxicite residuelle. 

La thiolation du fragment B-II b peut etre effectuee 
par des moyens classiques permettant 1 ' introduction de 
groupes-SH sur une molecule comportant des groupes amino, 
mais, pour les besoins de 1' invention, les moyens en cause 
ne doivent pas denaturer les proprietes de transport axonal 
et de fixation sur les recepteurs specifiques de la toxine 
tetanique dans le systeme nerveux central du fragment B-II b . 

A titre d'exemple, on indiquera que la thiolation du 
fragment B-II b peut etre realisee avec les agents de 
thiolation ci-apres : 

- 4 - methyl-mercaptobutyrimidate : HS- (CH 9 ) -.-CO-CH. 

II 

/"Biochemistry vol.17 n° 8, 1978_7 NH^ Cl" 

- 2 - iminothiolane/"Schramm H.J. et Dolffer T. (1977) Z. 
Physiol. Chem. 358, 137-139_7 

- N - acetylhomocysteine thiolactone (AHT) /"voir J. Am. Chem. 
Soc, I960, 82, 565-571_7 



35 



H 2 C 
H 2 C 



C =0 

I 

CH 

lIlHCOCH. 
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- 1 'anhydride S-acetyl-mercaptosuccinimique (AMS)/j. An. 
Chem. Soc. 1959, 81, 3802-3803_7 




Par centre, on indiquera que les precedes connus 
de thiolation consistant en une etape de dithiopyridylation 
et en une etape de reduction ne conviennent pas aux fins 
de 1' invention. En effet, les proprietes de transport 
axonal et les proprietes de fixation du fragment B-II 
ainsi thiole sont modifiees au cours de 1' etape de reduc- 
tion. 

Par exemple, la thiolation effectuee par reaction 
avec le N-succinimidyl-3- (2-pyridyl-dithio) -propionate et 
par reduction du compose dithiopyridyle obtenu, par 
exemple, selon le mode operatoire decrit par CARLSSON et 
al. Z'Bioch. J. (1978) 173,723-724_7 n'est pas appropriee 
aux fins de 1' in vent ion. 

Pour plus de precision, on indiquera que le compose 
polypeptidique thiole selon 1- invention comporte un ou 
plusieurs groupes Z-SH, Z etant le residu de 1' agent de 
thiolation. 

Ainsi, si l'on met en oeuvre l'un des agents de 
thiolation ci-dessus, Z represente alors : 
NH ♦ , ci" 
11 2 

-C -(CH 2 ) 3 - ,- - CO - CH - CH - CH_ - ;-CH - CO - ; 

I I 

NH - CD - CH 3 CH 2 - COOH 

-f|-- (CH 2>3- 
NH 

La thiolation du fragment B-II b est realisee sur 
les groupes-NH 2 de celui-ci. 

La toxicite residuelle du fragment B-II b peut etre 
eliminee au prealable, par exemple par une etape d'immuno- 
adsorption sur une colonne de gel de Sepharose 4B active 
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avec du CNBr sur lequel est fixee de fa?on covalente la 
fraction IgG du serum anti-Ibc. Le fragment B-II^ ainsi 
obtenu n'est pas toxique chez la souris a la dose de 1,9 mg. 

On a trouve que le compose polypeptidique thiole selon 
1' invention convient comme agent de transport neuropharmaco- 
logique pour vehiculer vers le systeme nerveux central des 
agents pharmaco logique s ou chimiotherapeutiques . 

Pour permettre le transport d'un medicament vers 
le systeme nerveux central par 1 1 intermediate de l 1 agent 
selon 1' invention, il est necessaire de fixer ou de coupler 
ce medicament sur le compose polypeptidique thiole, utilise 
comme agent de transport, sans evidemment modifier la pro- 
priete pharmacologique du medicament ni la propriete de 
fixation du fragment B-II fa sur les recepteurs specif iques 
de la toxine tetanique dans le systeme nerveux central. 
Par "medicaments" on designe, selon 1 ' invention, toutes 
substances ayant des proprietes pharmacologiques, telles que 
les agents pharmacologiques, les agents chimiotherapeutiques, 
etc... Les medicaments qui peuvent etre fixes selon 1 1 inven- 
tion sur le compose polypeptidique utilise comme agent de 
transport neuropharmaco logique doivent posseder des groupes 
NH 2 . 

A titre d'exemples de medicaments qui peuvent etre 
vehicules vers le systeme nerveux central au moyen du 
compose polypeptidique thiole selon 1 1 invention, on citera : 
la phosphatase alcaline, le fragment A de la toxine cholerique, 
le fragment A de la toxine diphterique, les dipyrido-indoles 
selon le brevet FR 77.11.148 et, de fa?on generale, tout 
medicament porteur de groupes NH 2 - 

II est connu que la toxine cholerique se fixe sur 
les gangliosides GM^ de la paroi intestinale et que le 
fragment A est responsable de 1 ' augmentation du taux d 1 AMP 
cyclique /"acide adenosine-monophosphorique cyclique_? Par 
contre, dans le tetanos, on constate une diminution du taux 
d 'AMP cyclique dans le systeme nerveux central. Le conjugue 
selon 1' invention, constitue du compose polypeptidique thiole 
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couple avec le fragnent A> peut . tre 

contre le tdtanos. cutter 
Les dipyrido-indoles selon l e brevet TR „ 

~r ^r th f peut iques utiie * — * — ~ - 

dues lu' fait deT^JL"" ^ ^ — «* 

j , Pilules cancereuses viennent se 

nxcher dans le systeme nerveux central. d'oi, eU es J„ r « n( - 
vers d.autres regions du corps, ou elles develop™ 

ou reduxt des lors gue l es mo yens pour a , trulre ce= ^ 

dans le system nerveux central parviendront jusgu'au 
systeme nerveux central. 

De la meme maniere, 1 ■ invention peut etre appli qU ee 
au traxtement des tumeurs cerebrales. PP^quee_ 

La presente invention concerne done egalement les 
-yens de couplage du compose pol yp eptidi q ue thiol* selon 
1 invention avec des medicaments. 

et du me^r^ ^ C ° UPla9S ^ Mention 

et du medicament a transporter mettent en oeuvre au moins 

- p-t disulfure ou au moins une liaison irreversiJI 

La presente invention concerne done egalement les 
conjugues fragment B-Ii /Medi™^^ 

un «on* b / Medlcament comportant au moins 

un pont dxsulfure ou au moins une liaison irreversible 
souf ree 

11 "* «• Preparer des conjugues proteinics 

Par formation de liaison disulfure intermoleculaire. Z 
Ration d.une telle liaison disulfure intermoleculaire ~ 
est reaUsee par example par reaction d'une proteine ayant 

pyrii^r 5 tW ,° l «»e proteine ayant „es groupes dithio- 

Par exemple, selon le precede decrit par TE PIAO 
KING et al. (Biochemistry vol. 17 n-8. 1978) on peut 
coupler deux proteines differentes en fixant d'abord sur 
une aes proteines des croupes thiol et sur I'sutre proteine 
des groupes 4-dithiopyridyle et en faisant reagir les deux 
proteines modifiees resultantes dans des conditions appro- 
pnees permetta* la formation d'un pont disulfure et 
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1' elimination de 4-thiopyridone. Les groupes thiol peuvent 
etre fixes sur l'une des proteines a l'aide de 4-methyl- 
mercapto-butyrimidate et les groupes 4-dithiopyridyle sur 
l'autre proteine par 1 ' intermediate de, par exemple, le 
5 3-methyl-(4 ' -dithiopyridyl) propionimidate . Ce procede de 
couplage permet l'obtention d'un conjugue proteine-proteine 
dans lequel la fraction entre les deux proteines est syme- 
trique par rapport au pontdisulfure. 

Selon CARLSSON et al. (Bioch.J; 1978, 17_3. 723-724) 
10 on peut introduire le groupe thiol sur l'une des proteines 
par reaction de ladite proteine avec le N-succinimidyl-3- 
C-pyridyl-dithio) propionate et reduction ulterieure ; 
selon ce procede, on utilise le meme reactif, a savoir le 
N-succinimidyl-3-(2-pyridyl-dithio) propionate, pour 
15 introduire des groupes thio et dithiopyridyle sur les 
proteines. Les conjugues resultants possedent egalement 
une fraction de liaison symetrique par rapport au pont 
disulfure. 

On a egalement utilise le 4 -methyl -mercapto-butyri- 
20 midate pour la formation de dimeres et d'oligomeres supe- 
rieurs de proteines du ribosome 30 S d 'Escherichia Coli 
(Biochemistry, 12, 3266-3273, 1973) . 

Les conjugues ainsi obtenus ont de nombreuses appli- 
cations, par exemple comme reactif s de dosages immunologi- 
25 ques. 

Le procede de couplage, selon 1 ' invention, du compose 
polypeptidique thiole utilise comme agent de transfert 
neuropharmacologique avec un medicament par 1 ' intermediate 
de ponts disulfure consiste : 
30 1 - a introduire sur le medicament a fixer des groupes dithio- 
pyridyle ; 

2 - a faire reagir le medicament porteur de groupes dithio- 
pyridyle avec le compose polypeptidique thiole selon 
1 1 invention. 

35 Le schema reactionnel de ce procede de couplage 

peut etre represente de la facon suivante lorsque 1' agent 
de dithiopyridylation mis en oeuvre dans l'etape 1 est le 
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N-succinimidyl-3- (2-pyridyl-dithio) propionate : 

O o 

1) M- NH 2 + ^_\) _ S - S -CH 2 - CH 2 - C - O - N Q 

> M - NH - C - CH 2 -CH 2 - S - S ^ ^ + HO- N 

NH 2 , CI" o 




10 2) ZB - H b _7-NH- /"C-tCH^-SH + M-NH-C-CH^CH^S-^"^ 

0 NH + CI" N 
11 1| 2 ' 01 /=\ 
>M - NH -C-CH 2 -CH 2 -S - S -(OT 2 > 3-C-OT- -^MX^^ Jfc 



15 



Dans ce procede on peut utiliser un autre agent de 
dithiopyridylation, tel que la dithiopyridine ou tout autre 
agent approprie pour une telle react io a. 
^ Un autre moyen de couplage du compose polypeptidique 

utilise comme agent de transport neuropharmacologique selon 
1' invention consiste a creer une' liaison irreversible 
entre ledit agent et le medicament a vehiculer. Ce procede 

peut etre represents par le schema reactionnel ci-apres : 

O O O 

25 1) M - NH^ + 



M - NH 

30 



2) M - NH 



" C -^S^ ^j] + - OH 

ft j^N m 2 ' C1 ~ 

" C-13J- ^1 + ZB-H^-NH-^y. (CH 2 ) 3 



SH 



35 ... N TO I • , N , H 2 ' C1 



.... .n . , , it' . 

(CH 2 ) 3 -C-NH ZB-H b _7 
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II consiste : 

1) a faire reagir le medicament a fixer avec I 1 ester 
de metamaleimidobenzoyl-N-hydroxy-succinimide . 

2) a faire reagir le compose resultant avec le 
5 compose polypeptidique selon l 1 invention. 

Les schemas reactionnels ci-dessus et ceux qui seront 
donnes ci-apres sont simplifies et ne tiennent pas compte 
du nombre de groupes SH qui peuvent etre fixes sur le . 
fragment B-II^. 

10 On a deja propose d'utiliser 1' ester de metamalei- 

midobenzoyl-N-hydrosuccinimide pour former des conjugues 
enzyme-anticorps (FEBS Letters, vol. 95, n°2, Nov. 1978). 
Toutefois, les enseignements de I'art anterieur ne permet- 
taient pas de prevoir que 1 1 utilisation de 1 1 ester de 

15 metamaleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimide pour le couplage 
de 1' agent de transport neuropharmacologique selon 1* inven- 
tion avec des medicaments ne modifierait ou n'inhiberait 
pas les proprietes pharmacologiques dudit medicament et 
la propriete de fixation du fragment B-II^ sur les recep- 

20 teurs specifiques de la toxine tetanique dans le systeme 
nerveux central. 

On remarquera que le couplage selon 1' invention du 
medicament avec le compose polypeptidique thiole utilise 
comme agent de transport neuropharmacologique est realise 

25 selon des techniques connues classiques de couplage 

proteine-proteine. Toutefois, il faut noter que toutes les 
techniques de couplage proteine-proteine a la portee de 
l'homme de I'art ne conyiennent pas aux fins de 1' invention. 
En ef fet, seules les techniques de couplage permettant de 

30 realiser une liaison disulfure ou une liaison irreversible 
soufree sont appropriees. En particulier, on indiquera que 
la technique de couplage la plus classique, qui met en 
oeuvre le glutaraldehyde, ne convient pas aux fins de 
1' invention car le fragment B-II b traite par le glutaral- 
35 dehyde perd ses proprietes de transport axonal et de fixa- 
tion sur les recepteurs de la toxine tetanique dans le 
systeme nerveux central. Ainsi, le fragment B-II^; sur 
lequel on aurait fixe des groupes carbonyle, avec le glu- 
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taraldehyde par exemple, ne convient pas aux fins de 1* in- 
vention. 

Une autre application du compose polypeptidique thio- 
16 selon 1' invention est le marquage des cellules neurona- 
les. Ainsi, le compose de 1' invention peut Stre utilise 
comme marqueur specif ique des cellules neuronales et aussi 
pour preparer des reactifs immunologiques .On peut preparer 
par exemple un reactif enzymatique a partir du compose 
polypeptidique thiole selon 1' invention et de la phosphata- 
se alcaline. On a constate que le conjugue resultant posse- 
dait k la fois le pouvoir de fixation du fragment B-II et 
l'activite enzymatique de la phosphatase. Le compose selon 
1' invention convient aussi comme traceur retrograde transsy- 
naptique. 

L f invention va Stre maintenant decrite plus en detail 
par les exemples illustratifs de .preparation du compose 
polypeptidique thiole de 1* invention et de couplage de ce- 
lui-ci, avec des medicaments. Dans tous ces exemples on a 
utilise le fragment B-II b tel quedefini ci-dessus, de- 
pourvu de sa toxicity residuelle. 
EXEMPLE 1 

Thiolation du fragment B-I^ a l 'aide du 2-iminothiolane 
La thiolation du fragment B-II b a ete r6alis6e selon 

le mode opera toire decrit par Schramm et al. /~z. Physiol. 

Chem. 1977,358, 137-139_7. 

Le fragment B-II b (1 mg) enjsolution dans du glyce- 
rol a 50% (0,2ml) a ete thiole par 1' iminothiolane (0,5mg) en 
solution dans 750^1 de tampon triethanolamine HC1 0,2 M,pH 8,5- 
9,0.Le melange reactionnel a ete maintenuala temperature am- 
biante pendant deux heures.L'exces de r6actif a 6te eiimine par 
filtration sur une colonne"SEPHADEX G-25".Le produit polypepti- 
dique thiole ainsi obtenu contenait 1,2 groupe - SH. 
EXEMPLE 2 

T hiolation du fragment B-II b a l'aide de la N-acetylhomocys- 
teine thiolactone . " ~ 

On a realise la thiolation du fragment B-II W selon le 
mode operatoire decrit par SINGER et al. / J. Am. b Chem.Soc. 
1960, 82, 567-571 7. 
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A 3 mg du fragment B-II^ en solution dans 2 ml d'eau 
on a ajoute le tampon K 2 C0 3 /NaHC0 3 pH 10,7 (1,6 m]). On a 
fait passer un courant d' azote pour chasser l'air. On a 
ajoute 0,4 ml d'une solution de N-acetylhomocysteine- 
thiolactone a 80 mg/1. On a maintenu le melange reactionnel 
pendant 2 heures a 4°C sous azote. La reaction a ete ensuite 
arretee par filtration sur SEPHADEX G-25. Le produit .obtenu 
contenait 2,8 groupes -SH. 

EXEMPLE 3 . 

Thiolation du fragment B-II^ a l'aide de 1 ' anhydride 5-acet vl 
^ mercaptosuccinimigue . 

On a realise la thiolation du fragment B-II b selon 
le mode operatoire decrit par Klotz et al. / J. Am. Chem. 
Soc. 1959, 81, 3802-3803_7. 

On a introduit le fragment B-II^ (3 mg) dans 1 ml 
de tampon phosphate 0,1 M, pH 7,4 dans un ballon a trois 
tubulures et on a purge le ballon avec de 1' azote. 

Sous agitation, et en maitenant une atmosphere 
d* azote, on a introduit 140 yg de 1' anhydride S-acetyl- 
mercaptosuccinimique e"n deux fois a 5 minutes d 1 intervalle. 

On a laisse la reaction s'accomplir pendant 20 
minutes au total. On a ensuite filtre le melange reaction- 
nel sur SEPHADEX G-25. On a recueilli une sblution du 
fragment B-II^ modifie a laquelle on a ajoute du NH 2 OH 1 M 
jusqu'a l'obtention d'une concentration finale de 0, 1 M. 
On a laisse la desacetylation s'effectuer pendant 5 minutes. 
On a ensuite filtre immediatement le melange reactionnel 
sur du SEPHADEX G-25 equilibre en tampon phosphate 0,1 M 
pH 7,4. 

Le schema reactionnel peut etre represents comme 

suit : 




O 



+ 



B-II 



B 
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/ CH 3 - CO-S-CH-CO-_7- B-II 



I 



B 



CH 2 - COOH 



5 Z"CH 3 - CO-S-CH-CO-J?- B-II b + N h 2 OH 



15 



20 



30 



CH 2 - COOH 



iq Z-HS-CH-CO-_7-B-II b 



35 



CH 2 -COOH 



Le produit obtenu contenait 5,6 groupes thiol. 
EXEMPLE 4 

Thiolation du f ragment "B-TT ^ a l'aide du 4- m ethvl- m pr^ r <-„. 
butyrimidate . 

On a ef fectue la thiolation selon le mode operatoire 
decrit par TE PIAO KING et al. /"Biochemistry vol. 17 n° 8 
1978_7a l'aide de 4-methyl-mercaptobutyrimidate et on a 
obtenu un compose polypeptidique thiole comportant 1,4 
groupe 

- C -(CH,) , -SH 

nhJ, ci" 

25 EXEMPLE 5 

Preparation d'un coniuaue compose TaolvpeDtidiaue thiolP - 
fraament A de la toxine diphterioue 

On a utilise 2,2 mg du fragment A de la toxine 
diphterique dans 1 ml de tampon borate 0,025 MpH 9,0. 
On a ajoute 7 mg de 2-iminothiolane et 77 jig de 4,4'- 
dithiopyridine sous forme d'une solution methanolique 
(100 yl d'une solution de 3,85 mg dans 5 ml de methanol). 
On a ef fectue 1 'addition de cette solution en deux fois 
50 pi, k trois minutes d ' intervalle, en refroidissant 
dans la glace et sous agitation. On a laisse la reaction 
s'accomplir pendant deux heures. On a applique aussitot 
le melange reactionnel sur du SEPHADEX G-25 (0,9 x 20 cm) 
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equilibre avec un tampon phosphate 0, 1 M pH 6,9 contenant 
1 mM Na 2 EDTA. 

On a melange 3 moles du compose polypeptidique obtenu 
selon l'exemple 4 avec 2,8 moles du fragment A-dithiopyri- 
5 dyle selon le mode operatoire ci-dessus. On a suivi la reac- 
tion d'echange a 324 nm. On a filtre sur SEPHAROSE 6 B 
equilibre avec un tampon tris 0,05 M, NaCl 0,5 M, pH 8,0. 

Le conjugue obtenu conserve le pouvoir de fixation 
du fragment B-II fa et l'activite immunologique du fragment 
10 A de la toxine diphterique. On peut ainsi preparer une 
chimere . 

La dithiopyridylation du fragment A peut egalement 
etre effectuee a l'aide du N-succinimidyl-3- (2-pyridyl- 
dithio) propionate. 
15 EXEMPLE 6 

Utilisation du compose polypeptidique thiole selon l 1 inven- 
tion comme agent de transport neuropharmacologigue . 

Pour montrer que le compose polypeptidique thiole 
selon 1 ! invention peut etre utilise comme agent rieurophar- 
20 macologique specifique, on a utilise comme modele experi- 
mental le systeme oculomoteur peripherique chez le rat. 

On a utilise le compose polypeptidique thiole obtenu 

selon l'exemple 4 ci-dessus. Ce compose polypeptidique 

thiole a ete couple avec le fragment I fac de la toxine 

25 tetanique. 

Le fragment I bc a ete obtenu par digestion papalni- 

que de la toxine. 

L 1 injection a des souris de ce fragment I bc provoque 
des symptomes d'empoisonnement semblables a ceux du fragment 
30 B/'Helting et al. J. Biol. Chem. , 253 (1978) 125-129_7- 

On a utilise le fragment I fac couple avec le compose 
polypeptidique selon 1 ' :■' invention pour bien mettre en 
evidence que c'est le fragment B-II fa qui se fixe sur les 
recepteurs specifiques de la toxine tetanique dans le 
35 systeme nerveux central et non pas un autre fragment de la 
toxine tetanique, tel que le fragment I bc . En effet, le 
conjugue B-11,/1, comportant des ponts disulfure obtenu 
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selon le precede de couplage defini ci-dessus ressemble 
du point de vue de la structure/ a la toxine tetanique ' 
entiere, et les resultats relates ci-apres indiquent que 
e'est seulement le fragment B-n b qui se fixe sur les 
5 recepteurs specif iques de la toxine tetanique. 

Les fragments B-Ii b et 1^ ont ete marques a 1'iode 
radzoactif ainsi que le conjugue b-I V i c e marquage 
a ete realise selon la methode de Greenwood et al.Zlipchem 
J. 89, (1963) 114-127 ~ 

Pour chaque substance a marquer on a utilise 400 V g 
de ladite substance et 2mCi de Na I 125 (fourni par le 
Centre de Radiochimie de Amersham) . La radioactivite 
specifique de chaque substance ainsi marquee est indiquee 
ci-apres ; 

Sub5tanCe : • • R*rHo a ctlvi^ 

- fragment B-Il b 3,4 yCi/ wg 

- fragment 1^ • ^ 6 

- conjugue B-Il b /i bc 3/ pCi/ug 
Protocole d'pgcai 

Pour tous les essais, on a utilise des rats Sprague- 
Dawley femelles d'un poids de 250-270g. Les rats ont ete 
maintenus a la temperature constante de 23 "c et nourris 
avec le regime habituel/Naf ag, Gossau_7et de 1-eau. 

Cinq rats albinos ont recu une injection de l'une 
des substances marquees ci-dessus dans le muscle median 
droit de 1'oeil gauche selon le mode operatoire ci-apres 
Apres mise a nu du muscle, les substances ont ete injectees 
par un systeme d'injection regie thermiquement a 1 'aide 
d'une pipette en verre (50-100 m de diametre exterieur) 
Le temps d'injection a ete de 35 a 50 minutes. Un rat 
a recu le conjugue ci-dessus et quatre autres rats ont 
recu 1'un des fragments ou B-Il De la peroxydase 

de raifort 30 % ( H RP type Sigma VI) a ete utilisee a 
titre de temoin. Les rats ont ete sacrifies 24 heures 
apres 1' injection. Une perfusion intracardiac a ete 
effectuee sous anesthesie generale avec tout d'abord un 
expanseur du plasma ( "MACRODEX" ) , puis avec du glutaral- 
dehyde a 1,25 % et du paraformaldehyde a 1 % dans un tampon 
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10 



phosphate 0,1 M fc>H 7,4) pendant 30 minutes, et finalement 
avec une solution de saccharose a 10 * dans un tampon phos- 
phate 0,1 M (pH 7,4) pendant 30 minutes. Pourplus de detail 
sur ce mode operatoire, on pourra se reporter a l'article 
de MESULAM Z~J. Histochem. Cytochem., 26 (1978) 106-117_7. 

Le cerveau a ete preleve immediatement apres cette 
perfusion et maintenu pendant 44 heures dans une solution 
de saccharose a 30 % avant decoupage. Des sections congelees 
(epaisseur 30 pm) ont ete prelevees a partir du noyau 
abducteur et jusqu'au noyau oculomoteur entier- Chaque sec- 
tion traitee avec la peroxydase de raifort a ete coloree 
selon la methode TMB selon MESULAM et recoloree avec du 
rouge neutre, alors que les autres sections ont ete autora- 
diographies. Ces dernieres sections ont ete montees et 
15 trempees dans une emulsion liquide NTB 2 a 45 »C dilue au 

1/2 avec de l'eau distillee. Les sections ont ete exposees 
pendant 4 semaines a 4»C dans le noir et developpees avec 
le revelateur "Kodak Dektol" a 18°C pendant 90 secondes, 
lavees, puis fixees avec du thiosulfate de sodium a 30%, lavees 
pendant 2 heures, puis colorees avec du violet de cresyle et 
couvertes .Toutes les sections ont ete examinees au microscope 
(grossissement 250) et la localisation des cellules marquees 
a ete determinee par microphotographie . 

Dans une premiere serie d'essais, on a injecte simul- 
tanement le conjugue B-II b /I bc avec la peroxydase de raifott 

25 dans le muscle median droit et on a constate un marquage 
radioactif dans le noyau oculomoteur pour le conjugue et 
la peroxydase de raifort. 

La principale difference entre la peroxydase de 
raifort (HRP) et le conjugue B-II b /I bc consiste en le 

30 fait que la localisation des granules de HRP est limitee 
aux pericaryon et dendrites du noyau oculomoteur, tandis 
que les grains d' argent qui representent le conjugue marque 
avec I 125 ont ete trouves dans les espaces pericellulaires . 
Dans une autre serie d'essais, on a injecte a deux 

35 rats, selon le mode operatoire ci-dessus, le fragment B-II b 
marque par I 125 et on a observe des cellules marquees 
dans les neurones du noyau oculomoteur ipsilateral chez 
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les deux animaux ainsi traites. 

Dans une troisi feme serie d'essais , on a injects simultane- 

125 

ment le fragment I b marque avec I et HRP dans le muscle de 

l f oeil d* un rat .Cette f ois-ci ,on a observe uniquement un mar- 

5 quage des cellules du noyau oculomoteur du k la peroxydase de 

raifort. Chez un autre animal, on a injects seulement le fragment 
125 

I fac marque par I et on n f a observe aucun marquage des cellu- 
les du noyau oculomoteur. Le fait que le test realise avec le 

premier animal(trait§ simultan6ment avec HRP et I. maraud par 
125 oc * 

10 I )ait donne des resul tats positifs dus k HRP est important, 

car il montre que le fait que le fragment I bc tie soit pas 

transports de fagon axonale retrograde ne rSsulte pas d'une 

rupture du flux axonal retrograde, mais plutot des propri6t6s 

sp6cifiques du fragment I fe qui semblent Stre incompatible^ 

15 avec les fonctions de transport intraaxonal. 

Par ailleurs, on a trouve que le fragment 1^ ne se lie 
pas aux gangliosides et membranes' synaptiques Isoldes. Par 
contre, le fragment B-II b se lie de fagon specif ique sur let, 
gangliosides et les membranes synaptiques /"" voir Journal 

20 of Neurochemistry (1977), vol. 28, p. 529-542_7. 

Les essais ci-dessus montrent que, pour qu'ilyait transport 
retrograde axonal d f une substance, il faut que la substance 
puisse se lier specif iquement aux gangliosides et membranes sy- 
naptiques • 

25 Onaalors v£rifi£,en utilisant les tests decrits dans Jour- 
nal of Neurochemistry (1977) vol.28 p. 529-542, que les conjugu£s 
B-II b /M6dicament obtenus selon l f invention k partir du compose 
polypeptidique thioie se f ixaient de fagon specif ique sur les 
gangliosides et les membranes synaptiques ;ces resultats prou- 

30 vent que ces substances peuvent done §tre transportees de fa- 
gon retrograde axonale. 

La possibilite d'utiliser le fragment B-II. thioie de la to- 
xine tetanique comme traceur retrograde transsynaptique a ete 
explore chez le singe. La fragment B-IL marque k l r iode 125 a 
ete injecte dans le muscle median droit ae l'oeil dont on connait 

35 bien les connexions de ses neurones moteurs et en particulier les 
insertions k partir des neurones moteurs oculaires externes in- 
ternucieaires et des noyaux vestibulaires .Les essais effectu6s 
montrent que le fragment B-ILthioie est bien transports k 1 ra- 
vers la synapse puisqu f on peu? le detecter dans les corps cel- 

40 luiaires k la fois des neurones primaires et secondaires. 
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REVENDXCATIONS 

1. A titre de produit nouveau, le compose polypepti- 
dique thiole constitue par ]e fragment B-II b de la toxine 
tetanique, sur lequel est fixe, directement ou indirectement, 

5 au mo ins un groupe -SH. 

2. Compose polypeptidique thiole selon la revendica- 
tion I, caracterise en ce qu^l est obtenu par thiolation 
et en ce qu'il comporte un ou plusieurs groupes Z-SH, Z 
etant le residu de I 1 agent de thiolation. 

10 3. Compose selon l'une des revendications 1 ou 2, 

caracterise en ce que Z est choisi parmi les groupes ci- 
apres : 

nh/ , ci- 

-C (CH 2 ) 3 - ; - CO - CH - CH 2 - CH 2 - ; - CH - CO - ; . 

15 NH - CO - CH 3 CH 2 - COOH 

" jj " ^ CH 2>3 " 
NH 

2o 4* Procede pour l'obtention du compose selon l'une 

quelconque des revendications 1 a 3, caracterise en ce qu'on 
effectue la thiolation du fragment B-II b a I'aide d'un agent 
de thiolation dans des conditions telles que les proprietes 
de transport retrograde axonal et de fixation sur les recep- 

25 teurs specifiques de la toxine tetanique dans le systeme 
nerveux central du fragment B-II ne soient pas denaturees. 

5. Procede selon la revendication 4, caracterise en 
ce que 1" agent de thiolation est choisi parmi : 

le 4-methyl-mercaptobutyrimidate, 
30 1© 2-iminothic±ane7 

la N-acetylhomocysteine thiolactone, 

1 1 anhydride S-acetyl-mercaptosuccinimique . 

6. Application du compose polypeptidique thiole 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 3 a titre 

35 d ' agent de transport neuropharmacologique specif ique pour 
vehiculer un medicament dans le systeme nerveux central • 
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7. - Application du compose polypeptidique thiole selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 3 a titre de 
marqueur specif ique des cellules neuronales. 

8. Precede de couplage d'un medicament avec le 

5 compose polypeptidique thiole selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce qu'il consiste : 

l} a introduire sur le medicament a fixer des groupes 
dithiopyridyle ; 

2) a faire reagir le medicament porteur de groupes 
10 dithiopyridyle avec le compose polypeptidique thiole selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 3. 

9. Procede selon la revendication 8, caracterise en 
ce que, dans I'etape 1, on utilise un agent de dithiopyri- 
dylation, tel que le N-succinimidyl-3- (2-pyridyl-dithio) 

15 propionate ou la dithiopyridine. 

10. Procede de couplage du medicament avec le compose 
polypeptidique thiole selon l'une quelconque des revendica- 
tions 1 a 3, caracterise en ce qu'il consiste a : 

1) faire reagir le medicament a fixer avec l 1 ester de 
20 meta-maleimidobenzoyl-N-hydroxy-succinimide ; 

2) a faire reagir le compose resultant avec le compo- 
se polypeptidique thiole selon l'une quelconque des reven- 
dications 1 a 3. 

11. Conjugue fragment B-II b / medicament comportant 
25 au moins un pont disulfure. 

12. Conjugue fragment B-II b / medicament comportant 
au moins une liaison irreversible -S-. 

13. Conjugue fragment B-II^/ medicament obtenu par 

le procede selon l'une quelconque des revendications 8 a 10. 
30 14. Conjugue fragment B-II b / medicament selon l'une 

quelconque des revendications 11 a 13, caracterise en ce 
que le medicament est une substance portant des groupes 
-NH 2 . 

15. Conjugue fragment B-II b / medicament selon l'une 
35 des revendications 11 ou 14, caracterise en ce que le 
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medicament est le fragment A de la toxine cholerique , le 
fragment A de la toxine diphterique, un dipyrido-indole. 

16. Application du compose polypeptidique thiol6 se 
Ion l'une quelconque des revendications 1 a, 3 a titre de 
traceur retrograde transsynaptique. 
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